Document AL20 
Appl. No. 09/855,797 



® RfePUBLIQ UE FRA NgAISE 

INSTITUT NATIONAL 
DE LA PROPRIETE INDU8TRIELLE 



PARIS 



® H' d» publication : O QJQ KQO 

oommandes de repredudlon) 

j) N»d'enregi8trainent national : '|5602 

i) Int a* : C 12 N 15/81, 1/1«/y(C 12 N 1S»1)(C 12 R 1/865} 



DEMANDE DE BREVET DMNVENTiON 



A1 



@ Date de d6p6t : 13.12.d0. 
^Prioritf: 


© Demandeur(s) : EUROLYSINE SoGl6t6 Anonyme — 
FR, 


ba) Date de la mlae h dispoaltlon du public de la 
^ demande : 19.06.92 Bulletin 92/25. 


UZi lnventour(s) : Nicolas Alain, Kudta Bernard, Labat 
^ Nathalie et PanJo Daniel. 


6g) l-iste dee documents eltfo dans le rapport de 
^ recherche : Se reporter dialindu present faschute. 




@ RMrences A d'autres documents natlonaux 
^ apparent6s : 


@Tltulalre(s): 

Mandatalre : Cabinet Regimbeau Martin Schrinqjf 
Warcoin Ahner. 



< 

lO 

o 

CM 



@ Cassette d'Intiaration cmulttsfte^ dans le genome d'une levure, levure transform^ et proc6d6 de prepara- 
tion d'un produTt d'IntMt par une levure ainsl transfonmte. 



St) llnvention conceme une cassette d'lnt^ration multl- 
sHe dans le genome d'une levure du genre 
Saocharomyces, caractdrtsde en ce qu*eile compone au 
molns: 

- une sequence d'Integratfon pr6sentant de I'homologie 
avac une sequence non essentielle naturellement r&pMB 
et dtspersde dans le genome de la levure, 

- une sequence d'intML 

Plus partlculierement, la sequence d'Integratlon presents 
de I'homologie d'une sequence repetee et disperses Solo 
Slams presents dans le genome de la levure. 

Application e la synth&e de prodults d'interdt par la le- 
vure. 
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Llnvention a pour objet une cassette d'integration dans le genome 
d'une levure, des souches de levure transformees par ladite cassette, et un 
procede de preparation de produits d*inter6t par une souche de levure ainsi 
transformee. 

On entend par cassette dUntegration toute construction destinee a 
assurer i'integration, dans le genome d'une levure, d'une sequence d'inter§t. 

Differentes techniques d'integration dans la levure ont deja ete 
proposees. Ainsi, HICKS et al (I) ont decrit des evenements de transforma- 
tion d'une levure par un plasmide conduisant par recomblnaison homoiogue 
entre une sequence presente dans le genome de la levure et une sequence 
portee par le plasmide, a une integration dans le genome de la levure d'une 
sequence qui n'y etait pas presente a I'origine. 

Les methodes proposees jusqu'a malntenant fondees sur la recom- 
blnaison homoiogue, ont conduit notamment a I'integration multicopie en 
tandem d'une sequence d'inter§t dans le genome de la levure. Cependant, 
ce type d'integration peut 6tre instable ce qui definit les limites de la 
technique envisagee pour augmenter les niveaux d'expression de la 
sequence d'interfit malgre des taux de transformation tout a fait 
satisfalsants* 

C'est le cas, par exemple de I'integration 'de sequences d'interSt dans 
les sequences repetees en tandem de TADN codant pour les ARN 
ribosomiques. Ces sequences sont presentes a environ 100 a 200 copies par 
cellule (2). Or de telles repetitions naturelles sont frequemment soumises a 
des evenements de recomblnaison de type "crossing over" inegal entre les 
chromatides soeurs tant en meiose qu'en mitose. En outre, des evenements 
d'excislon, dus a des recombinaisons intrachromosomiques entre elements 
du tandem ont deja ete decrits, notament par H.C. KLEIN et al. (3). Ce type 
de rearrangements peut conduire a une derive genetique de la souche 
transformee et peut entralner la perte de la sequence d'interSt 

II y a done un besoin reel d'une methode d'integration dans la levure 
qui conduise a une integration a la fois multiple et stable de la sequence 
d'interfit dans le genome de la levure, permettant un accroissement sensible 
du niveau d'expression de la sequence d'interSt. 



2670502 



2 



Les inventeurs ont maintenant decouvert qu'il est possible d'utiUser 
des sequences naturellement repetees et dispersees du genome d'une levure 
du genre Saccharomyces dont aucune fonction n'est decrlte a ce jour. Cette 
sequence sera appelee "non essentielle" et sera utUisee pour mettre au 
5 point une nouveile methode d'integration dans le genome d'une telle 
levure. 

C'est pourquoi Tinvention a pour objet une cassette d'integration 
dans le genome d'une levure du genre Saccharomyces, caracterisee en ce 
qu'eile comporte au moins : 
10 - une sequence d'integration presentant de I'homoiogie avec une sequence 
non essentielle naturellement repetee et dispersee dans le genome de la 
levure, 

- une sequence d'interfit. 

Selon un mode de realisation avantageux de la cassette d'integration 
15 selon I'invention, elle comporte en tant que sequence d'integration une 
sequence homologue d'une sequence type Solo LTR, en particulier une 
sequence Solo LTR, d'une levure du g^nre Saccharomyces, nbtamment de S. 
cerevisiae. 

Les sequences Solo LTR sont issues d'elements transposables de la 
20 levure. Les elements transposabies sont, dans le genome d'un micro- 
organisme donne, des sequences d'ADN capables de se deplacer d'une 
position a I'autre. Chez la levure, des elements transposables identifies 
comme retrotransposons, transposent par un mecanisme qui utilise I'ARN. 
Quatre types d'elements transposables ont ete decrits dans la levure. 
25 lis sont designes par Tyl, Ty2, Ty3 et Ty4. 

Chacun de ces elements est composite et consiste en une region 
interne de plusieurs kb, flanquee de LTR (Long Terminal Repeat) de 
plusieurs centaines de paires de bases chacun (figure 1). Les extremites de 
ces LTR sont des sequences de repetition inversees, allant jusqu'a 10 pb. 
30 La transposition des Ty se produit par Tintermedialre d'un ARN 

transcrit d'un LTR a I'autre et possedant une repetition terminale de <f5 pb. 
Apres transcription reverse de cet ARN, I'ADN copie est integre au genome, 
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produisant une duplication de 5 pb de la cible chromosomique de part et 
d^autre du Ty (5). Par recombinaison homologue entre ses LTR, le Ty peut 
s^exciser et laisse au niveau de son integration une sequence LTR appelee 
"Solo LTR", entouree de la dupUcation de 5 pb, Ces elements Solo sont a 
5 eux seuls incapables de transposer. 

Les cetrotransposons Tyl et Ty2 sont structureliement proches, lis 
possedent un domaine interne epsilon de 5,3 kb et deux sequences 
flanquantes de repetition directe, appelees elements delta de 33* a 338 pb. 
lis sont presents a raison de 30-35 copies par genome haplolde. lis se 
10 transposent en s'lnserant frequemment dans la region 5' des genes et en 
induisant generalement des mutations d'expression (6,7). 

Le retrotransposon Ty3 presente par contre des homologies de 
sequence limitees avec les sequences de Tyl et Ty2 (8). On a decrit de 1 a 
* elements Ty3 par cellule, sans avoir constate de mutation due a la 
15 transposition d'un element Ty3. Le Ty3 est un element de 5,* kb compose 
d'un domaine interne de *,7 kb et de sequences LTR de 3*0 pb appelees 
sequences Sigma. « 

Enfin, on a denombre environ 1 a * copies d'eiements Ty* par 
cellule. Les sequences flanquantes correspondantes sont appelees elements 
20 Tau. 

Le genome de la levure S. cerevisiae contient en outre environ 100 
copies de sequences Solo Delta non associees avec les elements Tyl et Ty2. 
Ces sequences Solo Delta montrent entre eiles des divergences de sequence 
pouvant ailer de 10 a *0% (9). Elles peuvent se rencontrer en groupes de 
25 quatre a cinq elements, et se retrouvent parfois dans ies quelques centaines 
de bases qui precedent les ARNt (10). Elles resultent probablement de 
Pexcision de la region interne du Ty par recombinaison homologue entre 
ses deux sequences Delta flanquantes. 

De la mSme fagon, on trouve dans le genome de S. cerevisiae des 
30 sequences Solo Sigma ou Tau- 

Ces sequences Solo LTR sont particulierement interessantes comme 
sequences d' integration dans la mesure ou elles ne presentent aucune 
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fonction essentlelle pour la levure du genre Saccharomyces; par ailleurs, 
elles possedent une stabilite naturelle dont peut beneficier la sequence 
integree. Sans lier les resultats observes par la mise en oeuvre de 
Plnvention a des hypotheses theoriques, on peut rappeler id qu*il apparalt 
desormais vraissemblable que des mecanismes cellulaires contr61ent la 
recombinaison, et done la stabilite de ces sequences naturellement 
repetees. Ces mecanismes impliqueraient par exemple des topolsomerases 
spedflques. 

Suivant une forme de realisation avantageuse de la cassette 
d'expression selon I'inventlon, elle comprend une sequence d'integration 
homoiogue d'une sequence Solo Sigma* 

Selon les souches de levure etudiees, on compte environ 30 copies de 
sequences Solo Sigma, Elles presentent entre elles une forte conservation 
de sequence puisque ie maximum de divergence constate entre deux 
sequences est de 2,5% (11). A la difference des Solo Delta, les Solo Sigma 
presentent une etroite association avec le ARN de transfert (ARNt), En 
particulier, elles sont toujours situees a une distance de 16 & 19 pb en ?' du 
point d'initiation de transcription d'un ARNt et aucune interaction entre 
I'element Sigma et I'expression de I'ARNt ne semble se produire, 

Le fait que les Solo Sigma presentent une forte homologie de 
sequence entre elles, doit permettre, par I'utilisation d'un Solo Sigma 
donne, de dbler les constructions pour ^integration dans les autres Solo 
Sigma de fagon equivalente. 

II devient ainsi possible, avec une seule etape de transformation de 
prevoir I'integratlon d'une sequence d'interfit a differents loci disperses 
dans le genome de la levure, et correspondant a diff^rentes sequences Solo 
Sigma. 

D'autre part, leur localisation stricte, c'est-a-dire toujours a une 
distance de 16 a 19 pb en 5' de genes codant pour differents ARNt permet 
de prevoir I'environnement chromosomique des sequences d'interSt 
Integrees a leur niveau. 

Enfin et surtout, leur etroite assodation avec les ARNt exprimes 
suggere qu'il est possible de maintenir un Solo Sigma au voislnage direct 
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d'une sequence fortement transcrite. Ainsi, une sequence d'interfit 
introduite a ce niveau, a proximite d'un gene essentiel, benefidera 
probablement d'une forte selection contre tout evenement majeur de 
remaniement qui affecterait I'expression de I'ARNt. 

On citera plus particulierement la sequence Solo Sigma locallsee sur 
le chromosome VIII de S. cerevisiae a proximite du gene ARG*. 

Pour preparer la cassette d'integration, on peut partir d'une sequence 
Solo LTR locallsee sur un chromosome de la levure a transformer, et 
modifier cette sequence en utilisant des techniques connues de rhomme du 
metier pour produire un fragment d'ADN comportant une sequence d'interfit 
et apte a transformer une levure du genre Saccharomyces. 

Ces modifications doivent permettre : 

(i) de sous-cloner et d»isoler la sequence Solo LTR a I'exclusion de toute 
autre sequence chromosomique, 

(ii) de doner une sequence d'interfit a I'interieur de cette sequence Solo 
LTR, 

(iii) par simple restriction, d'isoler un fragment d'ADN dbmportant une 
sequence Solo LTR interrompue par toute sequence d'interfit a Pexdusion 
de toute sequence bacterienne. 

Pour permettre sa selection et son amplification dans les souches 
bacteriennes, on associe au fragment d'ADN ainsi prepare des fragments 
d'ADN bacterien comportant en particulier une origine de replication 
bacterienne et un gene de selection, par exemple un gene de resistance a 
un antlbiotique. 

D'une maniere generale, la sequence d'interfet peut coder pour tout 
produit d'interit : proteine, enzyme ou autre. Elle peut Stre heterologue ou 
homologue, suivant que ron desire faire produire a la levure un produit 
qu'elle ne produit pas natureilement, ou encore accrottre le niveau 
d'expression d'un produit fabrique natureilement par la levure. 

C'est pourquoi invention a egalement pour objet un precede de 
preparation d'un produit d'intergt par une levure du genre Saccharomyces 
par transformation d'une levure avec une cassette d'integration selon 
I'invention. 
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Bien evidemment, il est egalement possible de faire comporter a la 
cassette d'integration selon llnvention plusieurs sequences d'inter§t de 
fafon a permettre ^integration puis I'expression de plusieurs sequences. Ce 
mode de realisation est particulierement avantageux iorsqu'on souhaite 
faire produire simuitanement a une levure piusieurs proteines utiles, ou 
encore plusieurs enzymes codes par des genes d'une vole de biosynthese 
pour la preparation d'un metabolite particuller, 

Suivant un autre mode de realisation de Tinventlon, on utilise la 
cassette d'integration selon I'lnventlon pour faire des integrations 
sequentielles de diverses sequences d'interSt dans le genome de la levure. 
En particulier, comme dans le cas precedent, cette methode peut §tre utile 
pour i'integration de plusieurs genes d'une vole de biosynthese d'un 
metabolite particulier. 

C'est pourquoi I'lnvention a egalement pour objet un procede de 
preparation de plusieurs prodults d'interfit, par une levure du genre 
Saccharomyces selon lequel : 

- on transforme successlvement une levure du genre Saccharomyces avec 
des cassettes d'integration selon Tinvention, comportant chacune en tant 
que sequence d'lnterfit une sequence d'ADN codant pour I'un des produits 
dUnterfit, ou 

- on transforme une levure du genre Saccharomyces avec une cassette 
d'integration selon I'inventlon comportant plusieurs sequences d'interet 
codant chacune pour Tun des produits d4nter§t. 

- on met en culture la souche de levure ainsi transformee, et 

- on recupere ledlt metabolite. 

Pour la mise en oeuvre de ^invention, la sequence d'interfit est de 
preference clonee a Tinterieur de la sequence d4ntegration. 

L'invention concerne egalement une souche de levure transformee 
par une cassette d'integration selon Tinvention. Plus particulierement, elle 
a pour objet une souche de levure du genre Saccharomyces qui contient 
dans son genome au moins une sequence d'interSt integree en une seule 
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copie dans au moins une sequence non essentielle naturellement repetee, et 
dispersee dans son genome. II s'agit notamment d'une soudie de 
S.cerevlsiae pour laquelle ladite sequence naturellement repetee et 
dispersee dans son genome est une sequence Solo Sigma* 

La transformation des levures par la cassette d'integration selon 
I'invention peut se faire par differentes methodes, notamment par 
electroporation. 

D'autres caracteristiques et avantages de I'invention apparaltront au 
cours de la description detaillee suivante d'exemples de realisation, 
aocompagnes des figures 1 a 17, qui montrent : 

- Figure 1 : la structure generale d'un retrotransposon Ty de levure. 

- Figure 2 : la carte physique de la region chromosomique autour des 

sequences Solo Sigma portees par le chromosome VIII de S. 
cerevisiae, a proximite du gene ARG<^. 

- Figure 3 : la sequence nucleotidique de la region du chromosome VIII 

de S.cerevisiae situee a <^ kb en 5' du gene ARW. Sous la 
sequence sont indiquees ies differences conrftatees avec ia 
sequence Solo Sigma la plus frequemment obtenue. 

- Figure : I'analyse par autoradiographie du contenu en sequences Solo 

Sigma des souches de S.cerevisiae, OLl, MGD131 102A et 
YNN295. 

- Figure 5 : les differentes etapes conduisant par mutagenese dirigee a 

I'introduction, de part et d'autre des sequences repetees 
inversees qui bordent i'element Sigma VIILl, de sites de 
restriction permettant le clonage precis de la sequence Sigma 
a i'exclusion de toute autre sequence chromosomique. 

- Figure 6 : les differents oligonucleotides necessaires pour introduire, 

par une technique de mutagenese par PGR, des sites de 
restriction au centre de la sequence Sigma clonee dans le 
plasmide pBK605, pour permettre le clonage d'une sequence 
d'interet a cette position. 

- Figure 7 : la structure des piasmides pBK609, pBK610 et pBK6H. 

" Figure S : la sequence nucleotidique du fragment Clal-HinDIII du 
plasmide pBK610. 
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- Figure 9 : la structure du plasmide pBK6i7. 

- Figure 10 t la structure des piasmldes pBK61 1 / pBK615 et pBK616. 

- Figure II rune autoradlographie des chromosomes des transformants 

ORT786.1 a ORT786.9 par une sonde specifique URA3. 
5 - Figure 12 :une autoradiographic des chromosomes des transformants 
ORT731 a ORT740 par une sonde specifique URA3. 

- Figure 13 :une autoradiographic des chromosomes des transformants 

ORT720 a ORT730 par une sonde specifique ARG*, 

- Figure I* t figure Ha) :1a structure et les sequences bordantes du 
10 fragment Smal-HinDIII du plasmide pBK611. 

figure l*b) :l'analyse par Southern des transformants ARG* 
obtenus. 

- Figure 15 ;la technique utilisee pour determiner les modalites d'lnte- 

gration appelee amplification par PGR inverset ainsl que les 
15 sequences genomiques des transformants ORT72* et ORT723. 

- Figure 16 tl'analyse par autoradiographic des chromosomes de dlfferents 

surtransformants ARG**" URA*^ a I'aide d*une sonde specifique 
URA3 et ARC* (surtransformants ORT720,6, 720,7, 720.8) 

20 - Figure 17 :1a mftme analyse qu'k la figure 1 Q sauf qu'elle concerne les 
surtransformants ORT723.8, 723 .9 • 

- Figure 18 :1a mSme analyse qu'aux figures 16 et 17# sauf qu'elle 

concerne les cotransformants ORT7429 745» 769.2, 769.8. 

25 EXEMPLE 1 

Cl;^ajge et caract&isation d*un element Sigma porte par le chromosome 
vm de 5. cerevisiae, a proximite du gene ARG4 

U fut detect^ par hybridation a I'aide d'une sequence specifique 
isolee k partir d*une sequence Sigma connue (11), puis Texistence d'un site 
30 de restriction Xhol caracteristique de i'element Sigma a permis de preciser 
sa localisation a kb en 5' du gene ARG4. 
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La carte de restriction de la region chromosomique correspondante 
est donnee a la figure 2, 

On utilise le fragment de restriction BamH I -Psti provenant du 
plasmide p(spol3)2 (12) de * kb contenant I'eiement Sigma (figure 2) pour 
5 generer differents fragments de restriction : Xhoi-Bglll (0,8 kb), Bglll-Xhol 
(1,7 kb) et Bgin-EcoRI (2,1 kb). Ces fragments sont ensuite sous-clones 
chacun dans un vecteur de type BluescriptKS" (Stratagene) pour donner 
respectivement les plasmides pBLl, pBL^ et pBL6. 

Ces differents plasmides permettent d'obtenir de I'ADN simple brin 
10 et sont sequences par la technique de Sanger a partir de i'oligonucleotide 
amorce T3» 

La sequence nudeotidique de la zone du chromosome VIII au 
voisinage du gene ARG4 obtenue est presentee a la figure 3. 

Cette sequence nudeotidique presente au niveau du site Xhol 

15 considere, de la position 258 a la position 598, les 3(^1 paires de base 
correspondant aux sequences classiques d'un element Sigma. Ce fragment 
sera ulterieurement utilise pour dirlger Tintegration. En •particulier, on 
note de la position 258 a 265 et de la position 591 a 598 les sequences 
repetees inversees TGTTGTAT et ATACAACA qui correspondent aux bornes 

20 caracteristiques de cet element. 

De plus, Telement est borde par la duplication de la sequence 
GAATG repetee en orientation directe. Cette sequence GAATG n'est pas 
specifique de Telement Sigma, mais spedfique du locus d'integration. Cette 
duplication de 5bp de part et d'autre d'un element Sigma est le signe de 

25 I'excision du TYIII par recombinaison intramoleculaire entre ses LTR 
Sigma. Nous avons done a ce locus un element "Solo Sigma". Par ailleurs, on 
trouve de la position 241 a 169 les sequences d'un gene d'ARN de transfers 
II s'agit du gene codant pour TARNt Ala, isoaccepteur majoritaire 
reconnaissant le codon AGC- On constate que i'eiement Sigma se trouve 16 

30 paires de bases en 5* du point d'initiation de transcription de cet ARNt. 
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Dans la suite de la description, chaque element Sigma identifie est 
designe par SigmaXXX.xx, ou XXX en chiffre remain specifie le numero du 
chromosome portant le Sigma et xx en chiffre arabe specifie le Sigma sur 
un chromosome donne. Par exemple, la sequence obtenue provient du 
5 SrGMAVni.1, 

En comparant la sequence de ce SIGMAVIILl avec celles des 
differents Sigma clones aleatoirement par Sandmeyer (11), on observe une 
correspondance avec le clone n" 7 de Sandmeyer. On constate en outre que 
SIGMAVIILl presente 9 singularites de sequence par rapport a la sequence 
10 majoritairement obtenue par Sandmeyer (ces singularites de sequence sont 
signalees par Vindication sous la sequence des bases correspondantes de 
Sandmeyer - figure 3), Cette divergence represente 9 nucleotides sur 3*1, 
soit 2,696. 

15 EXEMPLE 2 

Caracterlsation du contenu en sequences Sigma du genome de Saocharomv- 
ces cerevisiae * 

On etudie les souches de Saccharomyces cerevisiae OLl, MGD131 
20 I02A utilisees ulterieurement comme receptrlces de transformation. 
Ces souches presentent les genotypes suivants : 
OLI : Mat^ , his3-{ll,15), leu2-(3,112), ura3-(257,373), gal2. 
MGD131 102 A : Mat a, his3-l, ade2, arg^^- ^12060, ura3-52, trpl-289. 
L'analyse de ces souches est effectuee en separant les chromosomes par 
25 electrophorese en champs pulses (CHEF DR II, Bio-Rad), puis les 
chromosomes une fois separes sont transferes sur membrane de nylon 
Hybond N* (Amersham). Le f litre obtenu est hybride a I'aide du fragment 
Clal-Hindlll provenant du plasmide pBK605 et marque au ^^P par "Random 
Primming". Ce fragment porte uniquement les sequences SIGMAVIILl 
30 (figure 6). 
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La construction du plasmide pBK605 est decrite de fagon detaillee a 
l*exemple 3. 

On constate sur les autoradiographies presentees a la figure * que 
dans la souche OH comme dans la souche MGD131 102A, les trois 
chromosomes VI, X et XIII sont depourvus d'elements Sigma, que les 
chromosomes I, III, IX, XI et II semblent ne porter qu'un element, et que les 
autres chromosomes en portent plusieurs. On constate que le chromosome 
VIII, a partir duquel VHLl a ete isole, semble porter plusieurs elements. 

On constate que dans la souche de S. cerevisiae YNN295 (BioRad), 
utilisee comme marqueur de migration chromosomique, le contenu en Sigma 
differe de celui obtenu avec les souches OLl et MGD131 102 A. Le resultat 
peut varier d'une souche a Tautre tant pour les chromosomes qui portent 
des Sigma que pour le nombre de Sigma presents par chromosome, 

Enfin, le resultat obtenu montre que le SIGMAVIILl choisi permet 
d'hybrider un nombre d'elements estimes a une trentaine par genome 
hapioide. II devrait done permettre de diriger Tintegration d'une sequence 
d'interdt dans les autres Solo Sigma. 

EXEMPLE 3 

Construction des vecteurs integratife pBK610 et pBK61* 

1 - MUTAGENES DIRIGES. DU SIGMAVIILl 

La premiere mutagenese consiste a introduire de part et d'autre des 
sequences repetees inversees qui bordent I'element SIGMAVIILl des sites de 
restriction permettant le clonage precis de cet element a I'exclusion de 
toute autre sequence chromosomique. 

Pour ce faire, on effectue I'amplification des sequences de 
SIGMAVIILl par P.C.R. (Polymerase Chain Reaction) en utiiisant les 
oligonucleotides amorce mutagenes A et B detailles a la figure 5. La 
construction initiale utilisee pour cette mutagenese est le plasmide pBL6 
porteur du fragment chromosomique BrIII-EcoRI de 2,1 kb contenant le 
SIGMAVIILl. 



* 
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L'amplification conduit a la synthese du fragment d'ADN compris 
entre ies deux oligonucleotides amorce utilises. L'incorporation physique 
des oligonucleotides A et B lors de cette synthese conduit a la creation de 
sites Spel, EagI , Clal directement en 5* des sequences Sigma et de sites 
HinDIII, Sail et Xbal directement en 3' desdites sequences* 

Le melange reactionnel (100^1) pour la reaction PGR comprend : 

- 53 \xl d'eau desionisee et steriie 

- 10 |il de tampon lOx : 0,5M KCL 

0,1M Tris-Cl pH8,3 

15 mM MgC^2) 
0,1% (m/v) gelatine 

- 16 pi des quatre dNTPs (1,25 mM de chaque) 

- 5 pi de I'oligonucleotide A (20 

" 5 pi de roligonucleotide B (20 \iM) 

- 10 pi du plasmide pBL6 (50 ng) 

Le melange est incube a 100*C pendant 3 minutes, puis refroidi dans 
la glace. On ajoute ensuite 1 pi (5 U) de 1*ADN Taq polymerase 
thermostable au melange. Celui-ci est ensuite recouvert de 200 pi d'huile 
minerale. 

On effectue la reaction d'amplification dans un Cycleur thermique a 
ADN de Perkin Elmer Cetus pendant 25 cycles, un cycle comprenant : 

- une etape de denaturation de TADN pendant 2 minutes a 94*0 

- une etape d'hybridatlon pendant 2 minutes a 37*C 

- une etape de polymerisation pendant 2 minutes a 72"*C. 

. Apres 25 cycles, on effectue une etape de polymerisation de 20 
minutes a 72*C afin de terminer les syntheses interrompues. 

On separe une partle du produit de l*amplification (20 pi) par 
electrophorese en gel d*agarose. Le fragment d'ADN de 350 bp obtenu est 
ensuite purifie par adsorption sur billes de verre, repris en TE et restreint 
par les enzymes Spel et SalK 

Ce fragment restreint est ensuite clone dans un vecteur M13mpl8 
ouvert par les enzymes Xbal et Sai l pour donner le plasmide pBK605 (voir 
figure 6). 
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La seconde mutagenese entreprise a pour but de creer des sites de 
restriction au centre de Telement Sigma de fa^on a permettre ie clonage 
de sequences d'interSt a cette position. 

Pour ce faire, on effectue deux amplifications P.C,R- independam- 
ment a partir du plasmide pBK605 (figure 6). 

La premiere de ces amplifications comporte un oligonucleotide 
mutagene SigB central a I'element Sigma et un oligonucleotide non 
mutagene REV situe dans le vecteur en amont du Sigma. 

La seconde amplification est realisee avec ^oligonucleotide 
mutagene SigA complementaire de SigB et un oligonucleotide non 
mutagene UN situe dans Ie vecteur en aval du Sigma. 

La structure des oligonucleotides SigA et SigB est donnee a la figure 

6. 

De la sorte, les deux moities de Telement Sigma sont synthetisees 
avec pour chacune d'elles deux nouveau sites : Ball ou Eael et Stul. 

Les produits de ces deux syntheses sont purifies sur gel d'agarose. 

Le fragment d'ADN obtenu lors de la premiere amplification est 
restreint par les enzymes Smal et Stul puis clone dans un Bluescript Ks"*" 
ouvert par Tenzyme Smal pour donner le plasmide pBK609 (figure 7). 

Le fragment d*ADN obtenu lors de la seconde amplification est 
restreint par les enzymes Sal ! et Stul. Ce fragment est ensuite clone dans 
le plasmide pBK609 d'abord ouvert par I'enzyme HinDIII et traite par ia 
Polymerase I fragment de Klenow, puis restreint par I'enzyme SaU . 

Le plasmide resultant, pBKfilO est presente a la figure 7. 

Le fragment de restriction Clal-Cial obtenu du plasmide pBK610 est 
introduit au site Cial d^un plasmide derive du Bluescript KS**" depourvu des 
sites Smal , Pst I, EcoRI et EcoRV. 

Le plasmide pBK61^ ainsi obtenu est presente a la figure 7. 

Dans ce dernier plasmide, les duplications des sites BamHI et Eag I 
sont supprimees, et 1 'element Sigma est maintenant directement encadre de 
sites HinDIII et Clal . 

Le fragment Clal - HinDI II du plasmide pBK610 a ete sequence et la 
sequence est presentee en figure 8. 
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L'analyse de cette sequence montre que I'element Sigma mute est 
maintenant directement borde de sites de restriction et qu'il possede en son 
miiieu quatre sites uniques : 

Bail ou Eael, PstI, EcoRI et EcoRV, 

li faut noter que ies 38 nucleotides porteurs de ces sites de 
restriction, soit ia sequence : 

CCAAAGAGGGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTCCT 

sont introduits en lieu et place des 12 nucleotides centraux TGGAAGCGGA 

du SIGMAVIILl. 

Ces nucleotides heterologues sont representes en italiques dans la 
figure 8. 

L'element Sigma mute resultant est appele SIGMAVIILl*. 
EXEMPLE » 

Construction d'un vecteur integratif contenant ie gene URA3 de S. 
cerevisiae 

L»ADN du fragment de restriction EcoRI-Nsil (1,1 kb) contenant le 
gene URA3 (13) est purifie et introduit dans le plasmlde pBK6i4 ouvert 
par les enzymes EcoRI et .Pstl, 

Le plasmide pBK617 resultant est presente a la figure 9. 

EXEMPLE 5 

Construction de vecteurs integratifs contenant le gene ARG* de S. 
cerevisiae 

L'ADN du fragment Hpa l -Hpa l de 2060 pb du genome de S. cerevisiae 
contenant Tunite transcription nelle ARGV (figure 2) est clone au site Smal 
du polylinker des plasmides pUC18 et pUC19. Les fragments EcoRI-PstI (2,1 
kb) des plasmides resultant de ces clonages sont purifies et inseres dans les 
plasmides pBK610 et pBK61(f ouverts par les enzymes EcoRI et Pst L Les 
plasmides pBK61i, pBK615 et pBK6i6 resultants de ces constructions sont 
presentes a ia figure 10. 
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EXEMPLE 6 

Transformation de la souche OLl par le fragment Sigma::URA3 
(SIGMAVin.l* interrompu par le gene URA3) 

5 La souche receptrice OLl, porteuse de la mutation ura3-(257,373) est 

transformee par electroporation (Bio-Rad GenePulser) avec le fragment 
Hindlll-Hindin de kb (Sigma::URA3), purifie d'un gel d'agarose apres la 
digestion du plasmide pBK617. 

Pour ce faire, 80 ml d^une culture en YPD parvenue a 2x10^ 
10 celluies/ml sont centrifuges 5 minutes a 3500 tpm. Le culot cellulaire est 
repris en 8 ml de Dithiothreitol 25 mM. 

Les cellules sont gardees a temperature ambiante 20 a 25 minutes 
puis recentrifugees* 

Le culot est repris en 800 pi (soit lo' cellules/ml) en tampon 
15 d'electroporation : 

- Sucrose 270 mM 

- Tris-Cl 10 mM pH8 

- MgCl2 0,1 mM 

Dans une cuvette d'electroporation de 2 mm on place : 
20 - 100 pi de cellules (10^ cellules) 

- 10 fil du fragment purifie (de 100 a 500 ng) 

- 1 Ml d'ADN entralneur (10 pg d'ADN de thymus de veau sonique). 

La cuvette est placee dans la chambre d'electroporation et est 
soumise a une decharge electrique selon les conditions : 
25 - voltage ^^50 V/cm 

- capacitance 250 pF 

- derivation 200 JU. 

On ajoute immediatement apres le choc '^OO pi d'eau sterile a 
temperature ambiante dans la cuvette afin de refroidir le melange. De 100 
30 a 500 pi du melange sont ensuite etales sur milieu selectif et les cellules 
sont laissees H a 30'C. 

De la sorte, de 300 a 600 transformants URA"** sont obtenus par 
microgramme de fragment lineaire sur milieu selectif sans uracile. 

L*analyse de 9 transformants URA3* (designes ORT 786.1 a 786.9) 
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choisis au hasard, est realisee par separation de chromosomes, tremsfert et 
hybridation du fiitre obtenu a l*aide d'une sonde specifique constituee du 
fragment Hlndi n -Hindi n du gene URA3 (13). 

Le resultat de cette hybridation est presentee sur la figure 11, 
On constate que sur cette autoradiographic tous les transformants 
analyses presentent un signal au niveau du. chromosome V, porteur des 
sequences mutantes ura3-(257,373), comme cela est observe pour la souche 
receptrice OLl. D'autre part, les transformants ORT786.1, .2, .6, ,8 et .9 
portent une copie additionneile de la sequence URA3 dlspersee respecti- 
vement aux chromosomes XV ou Vn, XIV, II, IX, XV ou VII. Pour les 
transformants ORT786.3, .5, .7 aucune bande additionneile n'est visible. 
Ceci peut s'expliquer soit par une conversion genique de Tallele mutant 
ura3-(257,373) vers la forme sauvage, soit par I'integration d*une copie 
additionneile de la sequence URA3 au chromosome V ou VIIL 

EXEMPLE 7 

Transformation de la souche MGD131 102 A par le fragment Sigma::URA3 
(Sigma vnLI* interrompu par le gene URA3). 

Afin de pouvoir generaliser les resultats decrits precedemments, 
Tetude a ete poursuivie dans une autre souche modele MGD131 102A. 

Cette souche, presentant la mutation ura3-52, a ete transformee 
comme precedemment par electroporation a I'aide du fragment purifie 
Hindlll-Hindlll de 1,<^ kb (Sigma::URA3) issu de la restriction du plasmide 
pBK617. Les transformants URA**" obtenus (de 150 a 350 par pg d'ADN) sont 
selectionnes sur milieu sans uracile. 

L'analyse de 10 transformants URA**" (designes par ORT731 a 
ORT7<^0), choisis au hasard, est realisee par separation de chromosomes, 
transfert et hybridation du fiitre obtenu a I'aide d'une sonde specifique 
URA3 (figure 12). 

On observe Tintegration d'une copie additionneile URA3 dans tous 
les transformants analyses et ceci a differents chromosomes selon les 
transformants, soit au chromosome VIII pour ORT733, 736 et 738, soit au 
chromosome XVI pour ORT735, soit au chromosome XV pour ORT732, 736, 
737 et 739 et soit au chromosome XII pour ORT734. 
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Dans chaque transformant on reveie en plus la cople du gene mute 
ura3-52 situee au chromosome V. 

Ce resultat montre que le systeme utilise "un gene dans un element 
Sigma" permet de disperser une sequence d'interfet dans le genome d'une 
deuxieme souche et demontre que Tinvention est potentiellement utilisable 
dans toute souche porteuse d'elements Solo Sigma repetes et disperses. 

EXEMPLE 8 

Transformations de la souche MGD131 I02A par le fragment Sigma::ARG4 
(SigmaVIILI* Interrompu par le gene ARG4) 

Afin de generaliser I'utilisation de I'invention de la cassette 
d'integration multisite a une autre sequence d'interSt, la souche receptrice 
MGD13I I02A porteuse de la mutation arg(^-A2060 est transformee comme 
precedemment par electroporation a I'aide du fragment de restriction 
Smal-HindlH de 2,5 kb (Sigma::ARG^) provenant de la digestion du plasmide 
P&K611, voir figure 10- 

De 150 a 1 200 transformants par jig de fragment sont obtenus sur 
milieu selectif sans arginine. 

L'analyse de 10 transformants ARC*" (designes par ORT720 a 
ORT729), choisis au hasard, est realisee par separation de chromosomes, 
transfert et hybridation du filtre obtenu a Taide d'une sonde specifique 
ARC*. 

La sonde utilisee est le fragment Hpal-Hpal de 2060 pb qui contient 
runite transcriptionnelle ARC* (figure 2) et qui correspond exactement a la 
deletion ^2060 de la souche receptrice. De la sorte, ne sont revelees par 
hybridation que les copies du gene introduites lors de la transformation. 

Le resultat de cette hybridation est presente a la figure 13. 

Sur cette autoradiographie on constate plusieurs faits : 
- le gene ARG<^ est present sur differents chromosomes selon les 
transformants (IX pour ORT720; VIII pour ORT721, 724 et 728; II pour 
ORT722, 723 et 730; XV ou VII pour ORT725; XII ou IV pour ORT726 et 
729). 
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- I'intensite du signal d'hybridation obtenu est variable : plus importante 
pour ORT722 et 723, faible pour ORT729 bien que ce transformant soit 
phenotypiquement ARG*. 

Afin de preciser la structure et le nombre de copies integrees du 
5 fragment Sigma::ARG^, TADN total des transformants ORT720, 722 et 72^^ 
est e X trait et analyse par Southern par une simple restriction Clal . Bglll et 
BamHI e;t par une double restriction Xhol + Ndel (figure 1*). 

La sonde utilisee est le fragment Hpal-Hpal de 2060 pb^ speciflque 
du gene ARG^« 

10 Tous les transformants analyses presentent une bande unique 

Xhol-Ndel de 2,*5 kb, comme attendu par la digestion Xhol -Nde l du 

plasmide pBK611. 

L'anaiyse des resuitats obtenus pour ORT72<^ (deux bande de 2,35 et 

2,75kb avec Bglll et une bande de ^,^5 kb avec BamH I) sont compatibles 
15 avec Texistence d'une integration en copie unique du gene ARG4 dans le 

Sigma VIILI de depart (voir la carte de restriction de cette region figure 2). 

Les profiis de restriction Bgll l et BamH I des transformants •ORT720 et 722 

slmiiaires a celui de ORT724 tendent a montrer qu'une integration en copie 

unique du gene ARG4 s'est produite dans ces transformants. 
20 Les resuitats obtenus montrent que le systeme utilise "un gene dans 

un element Sigma" permet de disperser dans le genome un second type de 

sequence d*interSt. 

Afin de determiner precisement les modalites d'integration de deux 

des transformants obtenus (ORT723 et ORT72*), TADN bordant chaque 
25 insertion du c6te du site Xhol est amplifie par une methode dite "inverse 

P.C.R.", puis le fragment amplifie obtenu est sequence. L'obtention d*un 

fragment d'amplification unique pour ces deux transformants suggere 

I'integration d'une seule copie dans le genome. 

La technique d'amplification et les sequences obtenues sont 
30 presentees a la figure 15. 

Pour ORT72<^, dont le fragment Sigma::ARG4 est integre au 

chromosome VIII, la sequence lue revele que : 

- tous les nucleosides specifiques du SIGMAVIILl de la position 3^^7 a la 
position 258 sont retrouves. 
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- tous les nucleotides heterologues localises en 5' du site Xhol initialement 
presents dans le fragment Smal -HinDIII sont deletes, en particulier la 
sequence correspondant au site de restriction Clal (figure 15). 

De plus, les 180 pb adjacentes a I'eiement Sigma::ARG4 integre 
5 correspondent exactement a celles initialement d^crites pour la region 
flanquante du SIGMAVIILl de la position 77 a la position 257. Ces ISO pb 
couvrent le tARN Ala associe au SIGMAVIILl (figure 3). 

Ceci demontre que I'integration du fragment Sigma::ARG4 s'est bien 
produit dans ie transformant ORT72'^ par recombinaison homologue avec le 
10 SIGMAVn.1 de depart. 

Pour le transformant ORT723, dont le fragment Sigma::ARG* est 
integre dans le chromosome II, la sequence montre que : 

- les nucleotides specifiques d'un Sigma sont retrouves jusqu'a I'extremite 
de la sequence inversee repetee TGTTGTA. De m8me maniere que 

15 precedemment, tous les nucleotides heterologues qui bordent le fragment 
Smal-HinDin utilise pour la transformation sont deletes. Une nouvelle 
sequence chromosomique inconnue demarre au ras ds la sequence 
Sigma::ARG^ integralement preservee. De plus, a 16 pb en 5' du 
Slgma:ARG* integre, on observe une sequence correspondant a un ARNt 

20 Ala. 

Enfln, la sequence speclfique du Sigma presente deux caracteristiques 
importantes : 

- a la position 3^3 on trouve le nucleotide G qui singularise le SIGMAVIILl 
(figure 3). 

25 - aux positions 307 et 309, on trouve respectivement deux nucleotides A a 
la place des nucleotides C et G qui singularisent le SIGMAVIILl, et qui 
etaient initialement presents dans la sequence du fragment Smal-HinDIII 
utilise pour la transformation. 

Ces resultats demontrent que dans le transformant ORT723 

30 Tintegration du fragment Sigma::ARG(^ s'est produite par recombinaison 
homologue dans un Sigma chromosomique preexistant, comme dans le cas 
precedent. De ce fait, pour ORT723, il est possible de preciser que la 
recombinaison s'est probablement effectuee entre les nucleotides 309 et 
34^3 des elements Sigma impliques. 
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EXEMPLE 9 

Transformations sequentieiles de la souche MGD13i i02A 

a) par le fragment Sigma::ARG4 puis par le fragment Sigma::URA3. 
5 Les transformants ARC"*" ura" ORT720 et ORT723 obtenus et 

caracterises dans I'exemple S sent transformes par electroporation par 
I'ADN du fragment Clal (Sigma::URA3) purifie apres digestion du plasmide 
pBK617. 

Les transformants URA*^ obtenus sont seiectlonnes sur milieu sans 
10 uracile. Ces transformants URA"** ont garde la faculte de croltre sur milieu 
sans arginlne. 

L'analyse de 5 surtransformants ARG*^* URAS* (designes par 
ORT720.6, 720.7, 720.8 et ORT723.8, 723.9) choisis au hasard, est realisee 
par separation de chromosomes, transfert sur membrane de nylon et 
15 hybridation du filtre obtenu a I'aide des sondes specif iques ARO^ et URA3 
(figure 16). 

Les surtransformants ORT720.6, 720.7 et 720.8 portent au chromosome 
IX le gene ARG* comme la souche ORT720 dont ils derivent. D'autre part, 
ces surtransformants portent le gene URA3 respectivement au chromosome 
20 XII, Vin et IV. 

Par ailleurs, les surtransformants ORT723.8, 723.9 portent au 
chromosome II le gene ARG* comme la souche ORT723 dont ils derivent et 
le gene URA3, respectivement au chromosome VIII et XII. 

25 b) par le fragment SIgma::URA3 puis par le fragment Sigma:;ARG4 

De mani^re symetrlque, le transformant URA* arg* ORT7^0 obtenu 
et caracterise a l*exemple 7 est transforme par electroporation avec PADN 
du fragment Hindlll (Sigma::ARG4 de 2,4 kb) purifie apres digestion du 
plasmide pBK615. 

30 Les transformants ARG*** obtenus sont seiectlonnes sur milieu sans 

arginine. Ces transformants ont conserve la faculte de croltre sur. milieu 
ScLns uracile. 

L'analyse de 3 surtransformants URA"^ ARG**" (designes par ORT7^^0.l, 
7(^0.2, 740.3) choisis au hasard, est realisee par separation de chromosomes, 
transfert sur membrane de nylon et hybridation du filtre obtenu & I'aide 
des sondes specifiques ARG4 et URA3. 
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On constate que ces trois surtransformants portent le gene IJRA3 au 
chromosome VIII comme la souche ORT7M dont ils derivent et le gene 
ARGt^ respectivement au chromosome IX, IV et XII, 

II est done possible de la sorte d'obtenir par le systeme d'integration 
5 propose selon Tinvention la dispersion de differents types de sequences 
dans la mSme cellule, a des loci differents et variables. 

EXEMPLE 10 

Co-transformation de la souche de levure MGD131 102A par les fragments 
10 Sigma::ARG4 et SigmanUElA3 

La souche MGD 131 i02A arg^ ura-52 est transformee par 
electroporation a l*aide d'un melange d'ADN comportant : 

- le fragment Hindlll (Sigma::ARG4 de 2fi kb) purifie apres digestion du 
plasmide pBK615 

15 - le fragment Clal (Sigma::URA3 de kb) issu de la restriction du 
plasmide pBK617. 

Les transformants ARG^sont selectionnes sur milieu s^ns arginine et 
repiques sur milieu sans uracile. De la sorte, on crible les co-transformants 
ARG"^ URA**". 

20 On effectue I'analyse de co-transformants ARG"*" URA"** (designes par 

ORTZ'^G, 7^7f 7(^8, 7W, 751, 752 et 753) par separation de chromosomes, 
transfert sur membrane de nylon et hybridation du filtre obtenu a i'aide 
des sondes specif iques URA3 et ARG^ (figure 18). 

II ressort de cette analyse que les genes ARG4 et URA3 se 

25 retrouvent, dans chaque co-transformant, integres au m§me chromosome. 
Ce chromosome peut varier d'un co-transformant a I'autre. On trouve en 
effet les genes ARG4 et URA3 au chromosome : 

- XII pour ORT7<^9 

- IV pour ORT747 

30 - XV ou VII pour ORT7i^6, 7^8 et 753 

- II pour ORT75I 

- XIV pour ORT752. 
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REVENDICATIONS 

1. Cassette d'integration multisite dans le genome d'une ievure, 
caracterisee en ce qu'elle comporte au moins : 

- une sequence d'integration presentEint de I*homologie avec une sequence 
"non essentieile" natureilement repetee et dispersee dans le genome de la 
ievure, 

- une sequence d*inter§t. 

2. Cassette d'integration multisite selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que iadite sequence d*integration est une sequence 
presentant de l*homologie avec une sequence type Solo LTR d'une ievure, 
notamment du genre Saccharomyces# 

3. Cassette d'integration multisite seion la revendication 2, 
caracterisee en ce que iadite sequence type Solo LTR est choisie parmi les 
Solo LTR de S> cerevisiae* 

4. Cassette d'integration multisite seion la revendication 3, 
caracterisee en ce que iadite sequence type Solo LTR est la sequence Solo 
Sigma de S» cerevisiae> 

5. Cassette d'integration multisite seion la revendication 4, 
caracterisee en ce que iadite sequence Solo Sigma est ia sequence Solo 
Sigma localisee sur le chromosome VIII de S« cerevisiae a proximite du gene 
ARG(f. 

6* Cassette d'integration multisite selon i'une des revendications 
precedentes, caracterisee en ce que Iadite sequence d*inter§t est clonee a 
I'interieur de iadite sequence d'integration. 

7. Souche de Ievure transformee par une cassette d'integration 
multisite selon Tune des revendications precedentes. 

8. Souche de Ievure du genre Saccharomyces caracterisee en ce 
qu'elle contient dans son genome au moins une sequence d'inter^t integree 
en une seule copie dans au moins une sequence natureilement repetee et 
dispersee de son genome. 

9. Souche de S>cerevisiae caracterisee en ce qu'elle contient dans son 
genome au moins une sequence d'interfit integree dans au moins une 
sequence Solo Sigma. 
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10. Precede de preparation d'un produit d'inter&t par une levure du 
genre Saccharomyces, seion lequel : 

- on transforme une levure du genre Saccharomyces par une cassette 
d'integration selon l*une des revendications 13 6, 

- on met en culture la levure ainsi transformee, et 

- on recupere le produit obtenu. 

11. Procede de preparation de plusieurs produits d'interSt par une levure du 
genre Saccharomyces selon lequel : . 

- on transforme successivement une levure du genre Saccharomyces par une 
cassette d'integration selon Tune des revendications 1 a 6, comportant 
chacune, en tant que sequence d'interfit, une sequence d^ADN codant pour 
Pun des produits d'interit, ou 

- on transforme une levure du genre Saccharomyces par une cassette 
d'integration selon J'une des revendications 1 a 6, comportant plusieurs 
sequences d'interSt codant chacune pour Tun des produits d'interfit, et 
• on met en culture la levure ainsi transformee, et 

- on recupere lesdits produits d'interfit. 
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TyA 



TyB 



Domaine Epsilon 
Element Ty ( de 5.3 k 5,6kb) 



LTR : Long Terminal Repeat 

Delta pour Tyi et Tyll (332 bp) 
Sigma pour Tylll (341 bp) 

^^^>Aw : Internal Inverted Repeat (8 bp) 

Duplication de 5bp de la cibte 
TyA : Homologue du gfene gag des retrovirus 

TyB : Homologue du g§ne poi des retrovirus 



FIG.I Structure generate d*un Ty 
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BB Sequences SIGMA 



FIG. 2: 



Carte physique du chromosome Vill 
dans [a region du g6ne ARG4. 
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* * * * 50 
TATAATTTTCATGTATAGAGTTTTTATTTTGTGCTTTTTATCTTTCTAAA 

* * * * 100 
AATCAAATATCATCATCATTTTCAAATJ^TGTXTCCGCTATTAAATGTAC 

* * * * 150 
CTTACCATGTTGACAGCTTATACATTAACAGACCTTTATAGTACTGTTAT 

* * * * 200 
GGTAATAACAAAAAAGA!] y?GGA CGAGTCC6GAATCGAACCGGAGACCTCT 

* * * * 250 
CCCAa jGC^ AGGGAGCGCGCTACCGACTACGCCACACGCCC^TGATATXTG 

* * Xhol * * 300 

TTGAATGTGTTGTATTACGGGCTCGAGTAATACCGGAGTGTCTTGACAAX 



* * * * 350 
CCTAATCTGl^CAGTCTTAGGGAAGTAACCAGTTGTCAAAACGGTTTATC 

A A A 

* * * * 400 
AGATTAATTCACGGAATGTTACTTATCTTATATATTATATAAAATATGAA 

* * * * 450 
TCATACTAAGTG6TGGAAGCGCGGAATCTCGGATCTAAACTAATTGTTCA 

* * * * 500 

GGCATTTATACTTTTGGGTAGTTCAGCTAGGGAAGGACGGGTTTTGTCTC 

G - T 

* * * Nd»i * 550 

ATGTTGTTCGTTTTGTTATAAGGTTGTTTCATATGTGTTTTATGAACGTT 



* * * * 600 
TAGGATGACGTATTGTCATACTGACGTATCTCATTTTGAGA|A^^AGA 

C G A 

* * * 633 
ATGACTGGTATTAAAGAAATAAGGAATACCATA 



IvVVVSXVJ S^uences inversdes rdpdtSes du SIGMA 

Sequences dupliquies de la cible d'int§gration 
du TYIII. 

^ Umltes du g6ne codant pour TARNt Ala. 




Localisation de ranticodon AGC de I'ARNt. 



Sous la sequence sont annotSes les differences constat§es avec 
la sequence SIGMA la plus frdquemment obtenue. 

FIG- 3: sequence nucl6otldlque de la riglon 

du chromosome VIII situ^e k 4 kilobases 
en 5' du gene ARG4. 




FIG.4 : Analyse par autoradiographie du contenu en 
4l6nients SIGMA des souches de S.cerevisiae 
Oil, MGD131 102A et YNN295. 
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(Bh/Bg) 
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Ndel xhol 



EcoRI 




II 



pBL6: 5,1 kb 



i^-«>i— TGTTGTATTACGG GCTCGAST A&TACCGG&GTGTC 

5. EogI Xhol 

ACTAGTC GGCC GATCGATG TTGTATTACGG GCTCGAGT AATACCGGAG 

Spel Clal 3' 




GACGTATTGTCATACTGACGTATCTCATTTTGAGATACAACA' 



Sail 



TAGAGTAAAACTCTATGTT GTTCGAAC AGCT GAGATCTG 

HIndlll Kbal 5' 



B 



B Oligonucleotides mutagSnes 



Sequences g6nomiG[ues du chromosome VIII 



Sequences du Sigma 



Zb=3 Sequences inversdes r6p6t§es 

FIG. D : Mutag^n^se par P.C.R des sequences lat^raies 
' du- SiGMAVilLI 
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El Kp Bh 

SI Sm (Xb/Sp) 




Sig B 



Ps Hill 



pBK605: 7.3kb 



II 



5' 



SIg A 

Bal/Eae StuI 



3' 



5* ACTAAGTGGCCAAAGAGGCCTATCTCGGAT 3 
Sigma Vlll.l ATCATACTAAQTGQTGGAAGCGCGGAATCTCGQATCTA 

TGATTC ACCGGTT T CTCCGGAT AGAGCCTA 

3' Bal/Eae StuI 5' 

Sig B 



Detail des Oligonucleotides utilises 



FIG- 6 : lUutag^ndse par P.C.R des sequences centrales 
du. SIGMA Vlll.l clone dans pBK605. 
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Ba/Eae (Stu/Sma) 

Bx Nt Sp Sm Eag Ps EV CI Xh Dr 
M13 + 



Pap 



on 



pBK609: 3,15 kb 




Bx Mt Sp Sm Eag Ud CI Xh Or 



OEi 



Bx Nt Sp HIII Nd CI Xh Kp 

ori 



Amp 



pBK6I0: 3,3 kb 



pBK614: 3,3 kb 



Ap Apal 
Bx BstXI 
HIXX HinDXII 
Kd Mdel 
SI Sad 
Xb Xbal 



Bh BamHX 

C EcoRI 

Hp Hpal 

Nt Not/EagI 

SIX SacII 

Xh Xhol 



Bg Bglll 
Ev EcoRV 

!^nX 
Sa Sail 
Sm SinaX 



Sequences du sigma 



^ >t— ^ Sequences invers6es rep^tdes 

FIG. 7 : Structure des plasmides 

' pK€09, pBK610 et pBK614 , 



r 
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Clal Xhol 

AICGAIGTTGTATTACGGGCTCGftGTAATACCGGRGTGTCTTGRCAATCCTAATCTGftAC 



AGTCTTJUKGW«3TAACC2USTTGTC»AAACGGTTTATCaGATTAATTCaCGG^ 

Ball/Eae l PstI 

TTATCTTATATATTATATAAAATATGAATCAXACTAAGTGGCCAAAGAGGGGG'CrGCACff 

EcoRV 

AftTTCg AiaTCAftSCrCCrATCTCGG&TCTAAACTAATTGTTCAGGCATTTATACTTTTG ^ * " 

EcoRI 

300 

GGTAGTTCAGCTAGGGAAGGACGGCTTTTGTCTCATGTTGTTCGTTTTGTTATAAGGTTG 

^60 

TTTCATATGTGTXTTATGAACGTTTAGGATGACGTATTGTCATACTGACGTATCTCATTT 

mm 

TGAGATACAACAAGCTT 



s Sequences invers§es r§p§t§es du SIGMA. 



FIG. 8 : Sequence nucliotldique du fragment Clal-HinDlil 
~ du piasmide pBK610. 
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Ap 


Apal 


Bn 


BazoHI 


Bg 


BgllZ 


Bx 


BstXI 


E 


ECoRI 


Ev 


EcoRV 


HIII 


HinDIir 


Hp 


Hpal 


Kp 


Kpnl 


Nd 


Ndel 


Nt 


Not/Eagi 


Sa 


Sail 


SI 


SacI 


SII 


SacXi 


Sm 


SmaX 




xbaX 


Xh 


Xhol 







Sequences du sigma 
I y ^ , Sequences inversees repetees 



FIG. 9 



Structure du plasmide pBR617 
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10/18 




Bx Nt Sp Sffl Ba9 Ba Ev Nd CI Xh Kp 




pBKfilS: 5,3kb PBX616: 5,3kb 



FIG. 10: Struetura das plasmldss pBK611, 615 et 616 
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0L1 .1 .2 .3 .4 .5 .6 .7 .8 .9 Q 



5 



F1G.11 : Autoradiographle des chromosomes de ia souche 0L1 
et des transformants ORT786.1 k ORT786.9 
par une sonde sp^effique URA3. 



12/18 



2670502 




740 731 732 733 734 735 736 737 738 739 



FIG. 12 



Analyse par autoradiographie des chromosomes 
des transformants URA+ ORT731 k ORT740 k Talde 
d'une sonde sp6cifique URA3. 
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XII/ IV 
X7/VII 

II 



VllI 



IX - 




■■•■■.1 

r 'J 



j;:'' N>-V S' V**""^!* "S.-"^; Si] 




720 721 722 723 724 725 726 728 729 730 



FIG.13 : Autoradfographie des chromosomes des 
transformants ARG-*- ORT720 k ORT730 
par una sonde spteifique ARG4. 
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5' 



(X ba/Spe) Clal 

G66AZCCICZA6TC66CC6&TCG; 

BamHI 
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Xhol 




EcoRV 



Clal Bglll 



ARG4 



Ndei 



Hindlll 



kb 
2,02 
2,35 
2,75 



4,45 
5,15 



21 




Fig, 14 a) 




Xho Cla ag Bh 
720 



Xho Cla B7 Bh 
Kda 

722 



Xho Cla Bg Bh 
724 



"IG.14= 



Fig. 14 b) 

structure et sequences bordantes du fragment 
SxoaX-HlndllZ du pBKGll . (fig. 1 4 a) 
Analyse par Southern des transf omants ORT720r 
0RT722 et 0RT724. (fig. 1 4 b) 
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Bglll 



XhoM_ Bglll 



Ra8trleti.o& dm I'ADK par BglXX 
Dilution et Ziigation 



Xhoi 1 



Bglll 



2 



D4aaturatloa des bxl&a 
Bybrldatioa avec laa 
oligonucl6otides 1 et 2, 
Amplificatioa C.R ' 



Xhol 1 



S dqueaca da Xa r4gl on 
ohromosmique bordante 
par I'ollgo 1 



5 ' 



ADN 
transformant 



Clal 



Xhol 



IS6GATCCTC3AGTCGGCCG2.7C61I 

I 

I 



0RT724 CHR.VIll ACAC6CCCjTGA7&TSS6TTGAAVG 7GTT6TATT&CGG6CTCGAGTJUV.TJL 



SIGMA 



ORT723 CHR.II CC&CACGCj6&ATCTTGTTGXAAA.qTGTT6TATZACGG6CSCG&GTAA!r& 

I 
I 
I 

tRNA ela ,,. ^ 



FlG-15 : inverse P.C.R et Sequences g^nomiques des 
transformants ORT 723 et 724. 
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16/ 18 



Sonde ARG4 Sonde URA3 




de diffirents surtransformants ARG-i- URA-i- 
k I'aide de sondes sp6cifiques ARG4 et URA3. 
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Sonde ARG4 



Sonde URA3 




723^ 



723.9 



XII 



V 
VIII 




723.8 



723.9 



CD 

m 

CO 
H 

I 



FIGJ7 



Analyse par autoradlographie des chromosomes 
de diff^rents surtransformants URA+ ARG-i> 
h i'alde de sondes sp^cifiques URA3 et ARG4 . 



U3 
r- 
m 

o 
O 

1 
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Sonde ARG4 18/18 Sonde URA3 




751 752 753 751 752 753 

FlG-18 : Analyse par autoradiographle des chromosomes de 

dlfterents co-transformants ARG+ URA+ 

k raide de sondes spdciflques ARG4 et URA3. 
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